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RESUMO 
 
Obesidade é uma das doenças de maior prevalência no planeta devendo alcançar níveis 
de 30% da população mundial nos próximos 10 anos. Não existem abordagens terapêuticas 
eficientes para prevenir ou reverter o quadro de obesidade de tal forma que há, no momento, 
intensa busca por alvos terapêuticos eficazes. O hipotálamo é a região do sistema nervoso 
central encarregado de controlar a fome e o gasto energético. Estudos desenvolvidos na última 
década demonstraram que durante o desenvolvimento da obesidade ocorre uma progressiva 
deterioração da atividade hipotalâmica resultando em uma perda progressiva da resposta a 
substâncias anorexígenas e pró-termogênicas. O tecido adiposo marrom é um dos potenciais 
alvos da ação pró-termogênica do hipotálamo através de substâncias como leptina, insulina, 
adiponectina, neuropeptideo Y e GLP-1. Em modelos animais, o hipotálamo controla a 
atividade do tecido adiposo marrom por meio de conexões simpáticas. Entretanto, em seres 
humanos existem controvérsias a respeito da existência e da funcionalidade desta conexão. 
Como ambos, hipotálamo e tecido adiposo marrom, são alvos potencialmente interessantes 
para o tratamento da obesidade ao avaliamos suas respostas funcionais ao frio em um grupo 
de 12 pacientes obesos submetidos à cirurgia bariátrica. A hipótese é que a atividade do tecido 
adiposo marrom em resposta ao frio depende de um sinal neural gerado no hipotálamo e que 
tal resposta possa ser modulada durante a perda de peso. Para testar esta hipótese, os pacientes 
foram submetidos a uma ressonância eletromagnética funcional, a um PET-CT scan e a uma 
biópsia do tecido adiposo cervical antes e aproximadamente oito meses após serem 
submetidos à cirurgia bariátrica (bypass gástrico com reconstrução em Y de Roux). Durante a 
ressonância eletromagnética funcional e antes do PET-CT scan os pacientes foram expostos a 
temperatura ambiental de aproximadamente 18°C. Doze voluntários magros e saudáveis 
foram incluídos como controles do estudo. Estes foram submetidos apenas uma vez à 
ressonância eletromagnética funcional e ao PET-CT scan. Nos voluntários magros, o estímulo 
ao frio promoveu uma modificação significativa da atividade neuronal no hipotálamo, houve 
ainda detecção da presença de tecido adiposo marrom funcionante em 45% dos indivíduos. 
Em obesos, a exposição ao frio não promoveu alteração significativa da atividade neuronal no 
hipotálamo e apenas um paciente apresentou sinais de atividade do tecido adiposo marrom 
antes da cirurgia. Após a cirurgia, os pacientes não apresentaram mudanças na responsividade 
hipotalâmica ao frio, porém quatro pacientes passaram a apresentar sinais de atividade do 
tecido adiposo marrom. Além disso, após a cirurgia houve aumento significativo da expressão 
de transcritos de genes característicos do tecido adiposo marrom determinados por real-time 
PCR em biopsias cervicais. Finalmente, não foram detectados sinais de conectividade entre o 
hipotálamo e o tecido adiposo marrom em controles magros ou pacientes obesos antes a após 
a cirurgia. Em conclusão, não há responsividade neural ao frio no hipotálamo de pacientes 
obesos e a perda de peso subsequente a cirurgia bariátrica não reverteu esta disfunção. A 
obesidade reduz significativamente a atividade do tecido adiposo marrom em resposta ao frio 
e a perda de peso normaliza esta resposta. Pelos métodos empregados neste estudo não se 
detectam sinais de conectividade entre o hipotálamo o tecido adiposo marrom em resposta a 
exposição ao frio. 
 
  
ABSTRACT 
 
 The identification of brown/beige adipose tissue in adult humans has motivated the 
search for methods aimed at increasing its thermogenic activity as an approach to treat 
obesity. The classic brown adipose tissue in rodents is under the control of sympathetic 
signals originating in the hypothalamus. However, the putative connection between the depots 
of brown/beige adipocytes and the hypothalamus in humans has never been explored.  
Here, we evaluate the response of the hypothalamus and brown/beige adipose tissue to cold 
stimulus in twelve obese, non-diabetic humans undergoing Roux-in-Y gastric bypass and in 
twelve lean controls. Hypothalamic activity in response to cold was determined by functional 
magnetic resonance, while brown/beige adipose tissue activity was evaluated using a (18F)-
FDG PET/CT-scan and real-time PCR measurement of signature genes. Body mass reduction 
resulted in a significant increase in brown/beige adipose tissue activity in response to cold; 
however, no change in cold-induced hypothalamic activity was observed after body mass 
reduction. No correlation was found between brown/beige adipose tissue activation and 
hypothalamus activity in obese subjects or in lean controls. Thus, in humans, the increase in 
brown/beige adipose tissue activity related to body mass reduction occurs independently of 
changes in hypothalamic activity as determined by functional magnetic resonance. 
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INTRODUÇÃO 
 
 A obesidade representa atualmente um dos maiores desafios em saúde pública no 
mundo (1).Sua evolução é acompanhada pela ativação de uma resposta inflamatória sistêmica 
subclínica que tem papel patogênico central em algumas das doenças que a acompanham, tais 
como,diabetes,aterosclerose e alterações osteomusculares, além de participar do processo que 
desencadeia o desenvolvimento de algumas neoplasias que incidem com maior frequência em 
pessoas obesas como os cânceres de cólon, mama, e útero(2, 3). 
 Segundo a Organização Mundial de Saúde, em 2014 havia no mundo 1,9 bilhões de 
indivíduos adultos acima do peso, sendo 600 milhões com diagnóstico de obesidade. Estes 
valores representam, respectivamente, 39% e 13% da população mundial. Neste mesmo 
estudo, o número de crianças abaixo de cinco anos com obesidade foi estimado em 42 
milhões, projetando um cenário pouco favorável para as próximas décadas(3). 
 No Brasil, um estudo realizado pelo Ministério da Saúde em parceria com a Vigitel, 
demonstrou que 52% da população estavam acima do peso em 2014. Considerando que há 
nove anos este valor era 29%, houve um aumento correspondente a 23% no período. Apesar 
de não se tratar de uma doença infectocontagiosa, o aumento proporcional do número de 
casos de obesidade reflete um comportamento epidêmico, pois houve um crescimento 
exponencial em um período curto de tempo. Nenhuma doença não infecciosa dos séculos XX 
e XXI apresentou uma prevalência mundial tão expressiva(4). Além disso, a apreensão acerca 
da prevalência mundial da obesidade ultrapassa a esfera da saúde pública e transcende para a 
área econômica(5). Segundo estudo realizado pelo governo norte-americano, a estimativa de 
gasto anual nos Estados Unidos com doenças relacionadas ao excesso de peso atinge valores 
de US$ 147-210 bilhões ao ano. Na sua maioria, são pacientes com alto índice de abstenção 
ao trabalho devido a uma maior frequência de visitas ao serviço de saúde, realização de 
exames e incapacidade física para a atividade exercida(6).Tal fato resulta em uma perda de 
produtividade de US$ 390-540 bilhões anuais.Assim, estima-se que o indivíduo obeso custe 
42% a mais para o estado do que o indivíduo não obeso(7-10). 
 Estudos epidemiológicos a respeito dos fatores desencadeantes da obesidade indicam 
que alterações genéticas têm papel relevante no aumento da adiposidade(11).Contudo, 
distúrbios monogênicos afetando, por exemplo, os genes codificadores da leptina, POMC e 
MCR4, são responsáveis por uma parcela pequena dos casos de obesidade na população 
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(12).Por outro lado, os fatores ambientais e comportamentais emergem como os principais 
responsáveis pelo aumento da adiposidade na população mundial (13, 14). 
 A exposição ambiental a alimentos energeticamente densos, ricos em gorduras e 
açúcares, e o estilo de vida sedentário adotado por uma parcela considerável da população, 
tornam difíceis as abordagens que tem por objetivo prevenir o desenvolvimento de novos 
casos de obesidade, além de terem um impacto negativo em procedimentos comportamentais 
para o tratamento de pacientes já obesos(15). 
 A recomendação terapêutica inicial para os indivíduos acima do peso inclui a mudança 
no estilo de vida visando adquirir um hábito alimentar mais saudável além do estímulo à 
prática regular de atividade física. Contudo, os benefícios iniciais adquiridos com a redução 
do peso são em sua maioria seguidos do retorno à ingestão calórica resultando na recuperação 
de massa corporal, o que configura uma elevada taxa de recorrência decorrente de uma baixa 
adesão ao esquema proposto (16, 17). 
 Frente à falha da abordagem comportamental, existe a possibilidade de se utilizar 
fármacos que, por meio de diferentes mecanismos contribuem para a redução da 
adiposidade(18). A maior parte das drogas aprovadas para o tratamento da obesidade resulta 
em reduções máximas da massa corporal de até 15%. Contudo, essa redução geralmente é 
acompanhada de efeitos colaterais muitas vezes intoleráveis. Além disso, muitos dos fármacos 
não apresentam estudos que demonstrem segurança cardiovascular que viabilizem sua 
utilização por períodos prolongados (19-25). Por fim, é comum que pacientes em uso de 
fármacos desenvolvam ao longo do tratamento perda de adesão e eficácia resultando em 
elevadas taxas de recorrência da doença após a interrupção do uso dos mesmos(26). Desta 
forma, a farmacoterapia para a obesidade tem se revelado frustrante, resultando em efeitos em 
geral discretos ou inexistentes em longo prazo (18). 
 O rápido crescimento na prevalência de obesidade, aliado à falha nas abordagens 
comportamentais e farmacológicas e, principalmente, o crescimento do número de obesos 
com índices de massa corpórea superior a 40 e portadores de várias comorbidades, estimulou, 
ao longo das últimas duas décadas, o crescente emprego da cirúrgica bariátrica como uma 
ferramenta terapêutica efetiva no controle da doença (27). Inúmeros estudos demonstraram 
benefícios gerais resultantes da perda de peso e das modificações da fisiologia digestória 
obtidos com a cirurgia bariátrica(28, 29). Tais benefícios não se restringem à redução da 
adiposidade. Estudos mostram melhora da homeostase da glicose(30, 31), redução das taxas 
de lipídeos sanguíneos (32-34), redução da mortalidade por doença cardiovascular 
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(35),redução dos níveis de pressão arterial sistêmica (36, 37), além de várias outras 
consequências que resultam na melhora considerável da qualidade de vida dos pacientes(38). 
 O controle do quadro de diabetes após a cirurgia bariátrica é maior nos primeiros dois 
anos (72,3 %) do que após 15 anos (30,4%). Contudo, ainda assim, em longo prazo, a 
remissão da hiperglicemia é significativamente superior a aquela observada em pacientes 
submetidos somente a abordagens comportamentais e farmacológicas sendo 16,4% nos 
primeiros 2 anos de observação e 6,5% nos 5 anos; p<0,001)(30). A princípio, acreditava-se 
que a melhora na homeostase da glicose se devesse unicamente à redução da ingestão calórica 
e à redução da adiposidade, entretanto, estudos têm demonstrado que tal efeito decorre de 
múltiplos fatores e mecanismos (39). Particularmente,quando submetidos à técnica de bypass 
gástrico com reconstrução em Y-de-Roux (RYGB), os pacientes apresentam uma melhora da 
homeostase da glicose em decorrência de dois mecanismos principais: i, melhora da 
sensibilidade à insulina no fígado, induzida em parte pela restrição calórica; e, ii, melhora da 
função de célula beta pancreática associada a um aumento da secreção pós-prandial de GLP-
1(40). Estudos recentes têm revelando ainda que modificações da microbiota intestinal e da 
concentração de ácidos biliares no sangue contribuem para a melhora metabólica dos 
pacientes (41). O Swedish Obese Subjects (SOS) foi um dos maiores estudos prospectivos e 
controlados que avaliaram o impacto da cirurgia bariátrica em vários aspectos metabólicos e 
cardiovasculares dos pacientes. O estudo relatou que houve uma perda máxima de peso nos 
primeiros dois anos seguida por uma estabilização da massa corporal em 25% ao longo de até 
15 anos (30). Houve ainda uma redução significativa do número de mortes decorrentes de 
complicações cardiovasculares (OR ajustada 0,47; IC 95% 0,29-0,76; p=0,002) e menor 
incidência de eventos cardiovasculares totais (infarto agudo do miocárdio + acidente vascular 
cerebral) (OR ajustada 0,67, IC 95% 0,54-0,83; p<0,001) em relação ao tratamento 
convencional, após 15 anos de seguimento(30). 
 Numa revisão recente que teve por objetivo avaliar todos os estudos que abordaram os 
mecanismos potencialmente envolvidos nos efeitos benéficos associados à perda de peso 
promovida pela RYGB, os autores concluem que a redução da ingestão alimentar e sua 
associação com modificações nos níveis sanguíneos de peptídeos gastrointestinais como GLP-
1, PYY e ghrelina, têm uma relevância maior em curto prazo no metabolismo enquanto que 
em longo prazo o aumento do gasto energético é o  mecanismo responsável pela perda de 
peso (42). 
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 Mesmo tendo em vista os indiscutíveis benefícios da cirurgia bariátrica como método 
terapêutico para o combate à obesidade, é inegável que o risco cirúrgico, o caráter mutilador, 
o impacto nutricional e o potencial para indução de alterações comportamentais que incluem o 
alcoolismo, a compulsão e a anorexia, estimulam a busca por novas opções terapêuticas que 
sejam eficientes porém que resultem em menor risco geral para o paciente(43, 44). 
 Neste sentido, trabalhos experimentais desenvolvidos ao longo dos últimos 60 anos 
têm buscado identificar potenciais alvos para o tratamento da obesidade. Entre as áreas de 
grande interesse, há destaque para os mecanismos neurais de controle da fome e do gasto 
energético e a regulação da termogênese (45-57) .  
 O controle do balanço energético é exercido por subpopulações de neurônios 
localizados principalmente no hipotálamo. Estudos realizados na década de 1950 revelaram 
que neurônios localizados na região lateral do hipotálamo eram responsáveis por promover 
fome, enquanto neurônios da região paraventricular promoviam saciedade(58-60).A 
identificação da leptina em 1994, representou um dos grandes avanços da endocrinologia 
recente e permitiu um avanço sem precedente na elucidação dos mecanismos de controle da 
homeostase energética, incluindo o controle da fome, da termogênese e da regulação da massa 
de tecido adiposo do organismo (61). 
 A leptina é um hormônio com características moleculares e funcionais semelhantes às 
citocinas da família de citocinas do tipo I (62). A leptina é produzida principalmente pelo 
tecido adiposo sendo secretada na circulação em uma quantidade diretamente proporcional à 
massa de tecido adiposo do indivíduo(63).No sangue, a leptina tem como alvo principal 
neurônios localizados no núcleo arqueado do hipotálamo aonde chega após atravessar a 
barreira hematoencefálica presente na região de eminência media (64).  
 No núcleo arqueado existem duas subpopulações principais de neurônios que 
expressam o receptor de leptina, denominado LepR (ou ObR) (62). A primeira subpopulação, 
cuja atividade é estimulada pela leptina,expressa a proopiomelanocortina (POMC), que é 
processada para produzir o neurotransmissor denominado hormônio estimuladora dos 
melanócitos-α (α-MSH)(48). Este,atua em neurônios hipotalâmicos de segunda ordem 
localizados principalmente nos núcleos paraventricular e lateral do hipotálamo, ativando 
respostas por meio dos receptores melanocortina-3 e -4 (MC3R e MC4R) (65). Em geral, a 
ativação do sistema melanocortinérgico resulta em respostas catabólicas, reduzindo a fome e 
aumentando o gasto energético (66). A segunda subpopulação de neurônios tem a sua 
atividade suprimida pela leptina e sintetizam os peptídeos orexigênicos, proteína relacionada 
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ao Agouti (AgRP) e neuropeptídeo Y (NPY), ambos com funções anabólicas (48).  O AgRP é 
um antagonista do MC3R e MC4R, e o neuropeptídeo Y atua em receptores Y estimulando a 
ingestão alimentar(48). Da mesma forma que o α-MSH, NPY e AgRP atuam em neurônios de 
segunda ordem, exercendo efeitos contrários àqueles promovidos pelo sistema 
melanocortinérgico (48). 
 Além da leptina, outro importante regulador da adiposidade, tanto por suas ações 
periféricas quanto pelas suas ações centrais, é a insulina (57). Da mesma forma que a leptina, 
a insulina atravessa a barreira hematoencefálica e age em receptores expressos nos mesmos 
neurônios responsivos à leptina(67). Após a ligação ao seu receptor, ocorre uma 
autofosforilação do mesmo, resultando na ativação de sua função tirosina quinase(68). 
Subsequentemente, substratos do receptor (insulin receptor substrates, IRSs) são recrutados e 
fosforilados, dando início a uma cascata de reações intracelulares que se somam as ações da 
leptina promovendo a redução da fome e o aumento do gasto energético global do 
organismo(69). 
 A existência de hiperleptinemia e hiperinsulinemia em pacientes e modelos 
experimentais de obesidade levou a suspeita de que a resistência hipotalâmica às ações 
catabólicas destes hormônios contribuísse de forma fundamental para o progressivo aumento 
da adiposidade(70). De fato, estudos experimentais revelaram que o consumo de uma dieta 
hiperlipídica induz a redução progressiva da resposta hipotalâmica à leptina e à insulina (55, 
70, 71). Tal inibição decorre da ativação de uma resposta inflamatória local, desencadeada 
pela ativação de receptores do sistema imune inato denominado, TLR4 e também pela 
indução de estresse de retículo endoplasmático (72-74). Num primeiro momento, a resistência 
hipotalâmica às ações da leptina e insulina promove apenas alterações na produção e liberação 
de neurotransmissores; porém, com o passar do tempo, o processo inflamatório contribui para 
perdas aparentemente irreversíveis de vários componentes hipotalâmicos do complexo 
sistema que regula a homeostase energética, incluindo a apoptose de neurônios (49, 51, 52). 
Como consequência do distúrbio funcional do hipotálamo ocorre um controle inadequado da 
fome acompanhado de um gasto energético insuficiente para manter o equilíbrio energético 
do organismo (55, 75). 
 A maior parte dos estudos que levou à caracterização da disfunção hipotalâmica na 
obesidade foi realizada em modelos experimentais. Em humanos, o hipotálamo é uma região 
de difícil acesso e somente avanços em métodos de neuroimagem, têm contribuído 
recentemente para que o hipotálamo de humanos obesos pudesse finalmente ser avaliado (76, 
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77). Os indivíduos submetidos à cirurgia bariátrica apresentam no pós-operatório a redução 
dos níveis séricos de leptina, e, provavelmente, uma redução da resistência a leptina no 
hipotálamo cursando desta forma com melhor resposta dos mecanismos de saciedade (39). 
 Dentre esses métodos, destaca-se a Ressonância Magnética Funcional (RNMf) que 
permite detectar as alterações funcionais em áreas específicas do sistema nervoso central(76). 
Quando pacientes são submetidos a um determinado estímulo durante o exame, há um 
aumento da atividade neuronal na zona ativada em resposta ao estímulo. Os neurônios 
ativados consomem mais oxigênio levando a uma redução dos níveis deoxi-hemoglobina o 
que se acompanha da elevação de oxi-hemoglobina. Como reação, há um aumento de fluxo 
sanguíneo para a região, fazendo dessa forma com que diminua a concentração de desoxi-
hemoglobina. Essa mudança de concentração possui uma propriedade paramagnética que 
funciona como um contraste endógeno. Esse fenômeno, denominado sinal BOLD (blood 
oxygenation level dependent), é utilizado para avaliações quantitativas que refletem a 
atividade neuronal (77). 
 Estudos conduzidos com indivíduos obesos demonstraram diferenças significativas, 
quando comparado com indivíduos magros, em relação à atividade neural estimuladas por 
figuras com alimentos de alto valor energético. As principais diferenças funcionais ocorrem 
no striatum, ínsula, córtex orbitofrontal e amígdala (78, 79). Tais regiões pertencem a sistema 
límbico e alterações de sua funcionalidade se devem a falhas no mecanismo recompensa 
refletindo na motivação do indivíduo obeso pela obtenção do alimento palatável (80, 81)e, 
resultando no maior consumo calórico e aumento da adiposidade(82, 83). 
 Em estudo conduzido previamente pelo nosso grupo, avaliaram-se através de RMf, 
pacientes com obesidade grau III antes e 8 meses após serem submetidos à cirurgia bariátrica 
pela técnica de RYBP. Neste estudo a atividade hipotalâmica foi estimulada com uma 
sobrecarga de glicose durante a obtenção de imagens da RMf. Antes da cirurgia, os pacientes 
apresentavam menor responsividade neural à glicose no hipotálamo se comparados aos 
voluntários sadios e magros. Após a perda de peso, houve uma reversão parcial da disfunção 
(53). 
 A demonstração da presença de tecido adiposo marrom em seres humanos adultos 
criou expectativas positivas quanto ao seu potencial como alvo para abordagens terapêuticas 
contra a obesidade (84, 85). Por mais de 60 anos, estudos se concentraram na caracterização 
da sua atividade termogênica em mamíferos hibernantes (86, 87). Acreditava-se que em 
humanos, sua presença ocorria somente durante etapas iniciais da vida, período durante o qual 
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há grande instabilidade térmica (88), e que durante o crescimento ocorreria uma involução 
fisiológica(89). Entretanto, alguns estudos relataram a sua presença em adultos, porém por 
algum tempo a relevância deste fato foi subestimada (90). Somente em 2009, com a 
publicação simultânea de três artigos no The New England Journal of Medicine, o tecido 
adiposo marrom voltou a chamar a atenção da comunidade científica (91-93). 
 A identificação do tecido adiposo marrom em humanos adultos ocorreu em 
decorrência da observação da captação anômala de fluoro-deoxi-glicose (FDG) em pacientes 
submetidos a PET-CT scan por razões diagnósticas várias. Em algumas pessoas notava-se 
captação do radionucleosídeo em regiões cervicais, supraclaviculares e paramediastinais de 
forma simétrica e recorrente. (94-97). Cypess e colaboradores analisaram 3.640 imagens de 
tomografia por emissão de pósitrons combinada à tomografia computadorizada (PET-CT) em 
1.972 pacientes e identificaram depósitos substanciais de tecido adiposo marrom desde a 
região cervical anterior até o tórax, em 7,5% das mulheres e 3,1% dos homens. Na análise de 
amostra dessa região através de técnica de coloração por hematoxicilina/eosina e 
imunohistoquímica, identificou depósitos de adipócitos multiloculares, ricos em inervação e 
vascularização e presença abundante de mitocôndrias além da expressão da proteína UCP-1.  
Neste mesmo estudo observaram que havia uma correlação inversa entre a quantidade de 
tecido adiposo marrom e o índice de massa corpórea (92). Essa correlação negativa com o 
IMC sugeriu aos autores que o tecido adiposo marrom executaria um papel de controle 
metabólico(92, 93). 
 Outro estudo avaliou a correlação da captação de FDG com a obesidade e a exposição 
ao frio em 24 homens. Apenas um indivíduo não apresentou captação, sendo este o com maior 
IMC, corroborando os relatos da relação inversa da obesidade e a presença de captação de 
glicose pelo BAT (93). Este mesmo estudo confirmou a capacidade de recrutamento/ativação 
do tecido através do estímulo ao frio. Em situações de termoneutralidade (22°C), apenas 3 dos 
24 indivíduos apresentaram captação. Quando submetidos a um protocolo de exposição ao 
frio por 2 horas (16°C) este número se elevou para 23. Houve também diferença significativa 
na atividade do tecido, medido por um índice denominado Standard Uptake Value (SUV), 
sendo que nos  pacientes com IMC acima de 25, essa atividade estava reduzida(93). 
 Num terceiro estudo publicado no The New England Journal of Medicine cinco 
indivíduos adultos saudáveis foram submetidos ao PET-CT durante a exposição ao frio. 
Todos apresentaram captação aumentada do FDG na região supraclavicular. Três destes 
indivíduos foram submetidos à biópsia do tecido desta região, e a análise revelou a presença 
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de expressão de transcritos marcadores do tecido adiposo marrom, como UCP-1, DIO2, 
PGC1α, PRDM16 e ADRB3(91). 
 De uma forma geral, os estudos publicados no ano de 2009, colocaram o tecido 
adiposo marrom como um dos alvos potencias para o tratamento de obesidade e doenças 
metabólicas pois revelaram que: i,a exposição ao frio é capaz de estimular sua atividade (93); 
ii, existe uma correlação negativa com o índice de massa corpórea (IMC), evidenciando que a 
atividade do tecido decai quanto maior a adiposidade do paciente;iii, há ainda correlação 
negativa com a idade e valores glicêmicos(92). Como consequência destes achados, 
pesquisadores têm buscado avanços na caracterização do tecido adiposo marrom, com o 
objetivo de encontrar oportunidades terapêuticas mais promissoras que aquelas atualmente 
disponíveis (98). 
 Um dos avanços obtidos como parte da caracterização minuciosa do tecido adiposo 
marrom, foi a identificação de um tipo de tecido adiposo termogenicamente ativo, que tem 
grande semelhança morfológica e funcional com o tecido adiposo marrom, porém tem origem 
embrionária diferente (99). Tal tecido foi batizado de tecido adiposo bege (ou ainda brite, do 
inglês Brown and white) (100, 101). Nos parágrafos seguintes destacaremos as principais 
características morfológicas, funcionais e moleculares de cada um dos subtipos de tecido 
adiposos atualmente conhecidos. 
 O tecido adiposo branco tem como função principal o armazenamento de energia na 
forma de lipídeos, além de produzir uma série de substâncias que atuam em diversos locais do 
organismo, modulando o funcionamento metabólico. Morfologicamente apresenta células 
com vacúolos grandes e únicos, pouca presença de mitocôndrias, vascularização e inervação 
(102). Por outro lado o tecido marrom clássico, é ricamente vascularizado e inervado. Suas 
células são multiloculadas e ricas em mitocôndrias (103). Funcionalmente o tecido adiposo 
marrom é capaz de regular o gasto energético através de um processo denominado 
termogênese adaptativa(104). Este processo depende da expressão de uma proteína 
denominada UCP-1 (uncoupling protein 1), presente na membrana interna da 
mitocôndria(105).Esta proteína permite a passagem de prótons através da membrana 
desacoplando a fosforilação oxidativa da síntese de ATP e gerando calor (106, 107). O tecido 
adiposo marrom clássico tem sua origem em uma linhagem celular que expressa o antígeno de 
superfície Myf-5, a mesma que dá origem aos miócitos(99). 
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 Recentemente, a identificação de um novo tipo tecido adiposo com capacidade 
termogênica semelhante ao marrom quando estimulado, em meio a depósitos de tecido 
adiposo branco, permitiu a caracterização de um segundo subtipo de célula adiposa 
termogênica. Essas células se originam de precursores Myf5 negativo e se localizam em 
regiões habituais de tecido adiposo branco. Entretanto, quando submetidas a estímulos 
específicos, como exposição crônica ao frio ou tratamento com noradrenalina, têm a 
capacidade de se transdiferenciar e expressar UCP-1(99, 108, 109). Este tipo de tecido 
adiposo com capacidade pró termogênica foi denominado de bege ou brite caracterizando o 
fenômeno denominado browning (101). Da mesma forma que o tecido marrom clássico, este 
apresenta a expressão de genes marcadores e de fatores de transcrição semelhantes aos do 
marrom, tais como: UCP-1, Cidea, PGC-1α, C/EBPα, PPARγ, e PRDM16(109). Apesar da 
semelhança molecular, bege e marrom devem ser tratados como tecidos distintos (99). Além 
de não derivar de células precursoras Myf5, o tecido bege expressa fatores de 
desenvolvimento específicos (110) e presença de uma assinatura genética única (101, 111). 
Outra diferença notável é que o tecido marrom expressa altos níveis de UCP-1 mesmo em 
situações sem estímulo, enquanto que o bege a expressa apenas quando estimulado(112, 113). 
 Recentemente foi realizada uma avaliação extensa sobre a presença de marcadores 
moleculares que supostamente caracterizam cada um dos subtipos de tecido adiposo (114). 
Foram analisados tecidos e culturas de células primárias obtidas a partir de três regiões 
anatômicas distintas de camundongos: i, interescapular (marrom), inguinal (bege) e 
epididimal (branco). Os marcadores avaliados foram definidos a partir de estudos pregressos 
que relataram suas presenças nas diversas coleções de tecido adiposo (101, 111). De forma 
inesperada, a maioria dos marcadores avaliados não foi específico o suficiente para definir 
qualquer subtipo de adiposo, quais sejam: Car4, Cited1, Ebf3, Eva1, Fbxo31, Fgf21, Lhx8, 
Hoxc8, e Hoxc9. Houve especificidade apenas para Zic1, expresso no tecido adiposo marrom; 
Cd137, Epsti1, Tbx1, e Tmem26, expressos no tecido adiposo bege; e Tcf21, expresso no 
tecido adiposo branco. Em um estudo com humanos, foram realizadas biópsias de tecidos 
superficiais e profundos na região do pescoço e, empregando os mesmos marcadores, 
identificou-se maior semelhança com o tecido adiposo marrom na região profunda do 
pescoço(115). 
 Enquanto a caracterização molecular dos distintos subtipos de tecido adiposo teve 
grande avanço nos últimos anos, a regulação neural da termogênese, particularmente em 
humanos, ainda é pouco compreendida. Em animais experimentais, o sistema nervoso central 
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ativa um sinal simpático para modular a termogênese no tecido adiposo marrom. No caso do 
estímulo desencadeado pelo frio, a presença de células termoreceptoras na pele do animal 
desencadeia um circuito neural complexo que se comunica com células do cérebro aos quais 
ativam uma resposta simpática que induz a termogênese no tecido adiposo marrom(116). Em 
humanos, este mecanismo neuronal até o tecido adiposo marrom não está elucidado. 
Contudo, sabemos que a ativação do BAT depende de um mecanismo de geração de calor 
denominado non-shivering, enquanto que o frio extremo poderia desencadear  tremores e o 
gasto energético aumentaria à custa da ativação deste mecanismo de shivering (104). Desta 
forma, em estudos em humanos, protocolos padronizaram a temperatura ótima na qual o 
indivíduo ativa o BAT sem ativação do gasto energético pelos tremores (93). 
Em um estudo realizado no nosso laboratório avaliou-se a atividade termogênica induzida por 
TNF-α no hipotálamo. Em altas concentrações, como aquelas observadas em situação de 
sepse ou e caquexia, o TNF-α agindo no hipotálamo, promoveu um aumento da expressão de 
UCP-1 e de marcadores de termogênese, PGC-1α e Dio2, além de um aumento da massa do 
tecido adiposo marrom. Por outro lado, concentrações mais baixas de TNF-α como aquelas 
presentes na obesidade, não foram capazes de ativar o tecido adiposo marrom pois não houve 
um aumento da atividade simpática (46). No mesmo estudo, procedimentos de denervação 
simpática comprovaram a via de conexão entre o hipotálamo e o tecido adiposo marrom. Este 
mesmo estudo realizou a denervação  desses camundongos com alta concentração de TNF-α 
em SNC. E, curiosamente, não houve um recrutamento do tecido adiposo marrom, 
demonstrando assim o controle simpático que o SNC exerce sobre o tecido(46). 
 Apesar da inquestionável potencialidade do tecido adiposo marrom como alvo para o 
tratamento da obesidade, e do papel do sistema nervoso simpático como ativador de sua 
função termogênica, estudos clínicos em sua maioria falharam ao tentar promover mudanças 
no balanço energético com fármacos com ação β-adrenérgica. (117-120). 
 Neste sentido, a caracterização de eventuais conexões entre o sistema nervoso central, 
particularmente o hipotálamo, e coleções de tecidos adiposos termogenicamente ativos em 
humanos, podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficientes 
para a obesidade. Neste estudo nos aventamos a hipótese que, uma eventual conexão entre o 
hipotálamos e o tecido adiposo marrom/bege poderia ser detectada por métodos de imagem e 
que a mesma, caso exista, possa ser modulada durante a perda de massa corporal em pacientes 
obesos submetidos à cirurgia bariátrica.  
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JUSTIFICATIVA 
 
As modalidades terapêuticas em curso para o tratamento de obesidade são restritas e, 
em geral, pouco eficientes. A abordagem comportamental, com uso concomitante de dietas 
hipocalóricas e estímulo à atividade física leva a perda de no máximo 10 a 15% do peso 
inicial no período de seis meses a um ano, porém com frequência, se acompanha de falência 
tardia. Com relação aos fármacos atualmente aprovados para uso, a perda máxima em seis 
meses raramente ultrapassa 15% do peso inicial e recidivas também são a regra. Por essa 
razão, pacientes com IMC superior a 40 kg/m² ou superior a 35 kg/m² com comorbidades, têm 
sido frequentemente tratados com cirurgia bariátrica. Além dos riscos imediatos desta conduta 
intervencionista, os pacientes podem apresentam problemas tardios associados a distúrbios da 
absorção de nutrientes e comportamentais. Desta forma, dada à importância epidemiológica 
da obesidade e devido à inexistência de esquemas de tratamentos que sejam simultaneamente 
eficientes e seguros, deve-se estimular a busca por novos alvos e métodos que proporcionem 
avanços na profilaxia e terapêutica da obesidade. Neste contexto, acreditamos que estudos que 
avaliem os mecanismos de controle da atividade do tecido adiposo marrom e do hipotálamo 
em pacientes obesos possam oferecer novas perspectivas nessa área.  
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OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o impacto da redução de peso após cirurgia bariátrica na atividade do tecido 
adiposo marrom e sua conexão com o hipotálamo em humanos. 
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SUJEITOS E MÉTODOS 
 
Tipo de estudo. Estudo prospectivo.  
Pacientes.Foram selecionados 12 pacientes do sexo feminino do Ambulatório de Obesidade 
do Hospital das Clínicas da Universidade Estadual de Campinas de acordo com os seguintes 
critérios: i, inclusão, mulheres entre 18 e 60 anos de idade, com índice de massa corpórea 
maior ou igual a 40 kg/m² e massa corpórea menor ou igual a 150 kg; ii, exclusão, diabetes 
mellitus, de acordo com os critérios da Academia Americana de Diabetes, doença 
inflamatória ou infecciosa aguda ou crônica, doença neurológica, doença psiquiátrica, 
tabagismo, consumo de álcool maior ou igual a 30 g por dia para homens e 15g por dia para 
mulheres, uso de drogas ilícitas, antiinflamatórios não esteroidais, corticóides, beta 
bloqueadores, beta-agonistas, inibidores de recaptação de serotonina, diagnóstico de 
neoplasias, gestação, níveis de enzimas hepáticas > 3 vezes o limite superior da normalidade, 
insuficiência renal crônica, colecistectomia previa. Controles. Doze voluntárias selecionadas 
de acordo com os seguintes critérios: i, inclusão,  mulheres, pareados por idade com o grupo 
de pacientes obesos, com índice de massa corpórea menor que 25 kg/m²; ii, exclusão, mesmos 
critérios que o grupo de pacientes obesos. Um total de 149 pacientes foi avaliado no primeiro 
ciclo de triagem. Sessenta e dois pacientes foram selecionados para uma segunda rodada de 
avaliação, que consistia em exames de sangue. Doze pacientes foram selecionados para o 
estudo. Para inclusão de voluntárias controles magras, entrevistamos 27 candidatas. Doze 
foram excluídas por causa do uso de medicação; duas por causa de próteses metálicas; duas 
por causa da idade e cinco por não aderir ao protocolo. Todas as pacientes assinaram o Termo 
de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado de acordo com as normas do Comitê de Ética 
em Pesquisa da instituição. 
Técnica cirúrgica. Bypass gástrico em Y de Roux (RYGBP) por laparotomia mediana. 
Sucintamente, o volume gástrico é reduzido através da criação de uma pequena bolsa (30 ml) 
junto à curvatura menor do estômago. O jejuno é seccionado a 150 cm do ângulo de Treitz e 
anastomosado à bolsa gástrica, para onde o alimento é redirecionado (alça alimentar ou 
eferente). A maior parte do estômago, o duodeno e o jejuno proximal ficam exclusos da 
passagem dos alimentos (alça biliar ou aferente, em torno de 100 cm). A anastomose da alça 
exclusa é feita a 150 cm da união gastrojejunal, em Y de Roux. O trajeto da alça comum ao 
alimento e ao suco biliopancreático fica limitada a cerca de 450 cm. 
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Ressonância eletromagnética funcional (fMRI). As imagens foram coletadas em um scanner 
3.0T Achieva Phillips, do Hospital das Clínicas da  Universidade Estadual de Campinas. A 
sala foi mantida a 17-18ºC (contudo, durante a aquisição da imagem funcional, há um 
aquecimento gerado pelo próprio aparelho que, eventualmente eleva a temperatura da sala 
para até 21 ° C. Invariavelmente, no momento da retirada do cobertor para a exposição ao 
paradigma, a temperatura era18ºC. Os pacientes foram admitidos na sala de exame vestidos 
com roupas leves (0,49 clo) e cobertos com cobertores. Após o posicionamento, o protocolo 
para aquisição de imagens estruturais precedia o protocolo de funcional (fMRI);  imagens 
sagitais foram adquiridas ponderadas em T1 com uma repetição 7.0ms de tempo e um eco 
3.2ms tempo, gerando voxels de 1,0 mm3 e um campo de visão de 240 x 240. Para fMRI, 
imagens planas eco ocorreu durante 10 minutos enquanto os pacientes estavam cobertos. Os 
cobertores foram a seguir retirados e a aquisição de imagens continuou por mais 25 min. As 
imagens foram adquiridas em 40 secções axiais e ponderadas de T2; o tempo de repetição foi 
de 2,0 s eo tempo de eco foi de 30 ms, gerando voxels de 3,0 mm3 e um campo de visão de 
240 x 240. Cada imagem obtida foi inicialmente realinhada, a fim de normalizar a posição em 
três dimensões, e, em seguida alisada para resolver pequena distorção com a ferramenta 
SPM8 (http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm). Em seguida, o local do sinal do hipotálamo foi 
extraído utilizando o WFU Pickatlas. Finalmente, todos os resultados obtidos durante a 
aquisição de imagens,  para cada paciente, foram transferidas para uma tabela utilizando-se a 
média dos grupos para estudar as variações de sinal após a exposição ao frio. Para avaliar o 
impacto da exposição ao frio sobre a atividade hipotalâmica, a intensidade média do sinal 
durante os cinco minutos que precedem a exposição ao frio foram comparados com a média 
da intensidade do sinal durante os cinco minutos subsequentes à exposição ao frio. Baseado 
na média de mudança da atividade do hipotálamo após exposição ao frio no grupo controle 
magra, foi definido o valor de 200 x 10-5 unidades de sinal como a mudança mínima 
necessária para ser considerado como positivo. Este protocolo, que determina a atividade 
neuronal em todo o hipotálamo, foi desenvolvido com algumas modificações baseado em dois 
estudos anteriores (1,2). Além disso, foi também avaliado um protocolo para a avaliação 
independente dos neurônios do hipotálamo anterior e posterior (3). 
(18F)-FDG PET / CT. As imagens foram adquiridas e processadas usando o equipamento 
Siemens Somatom Emotion Duo Biograph (Siemens Medical Solutions, Chicago, IL) e 
analisadas utilizando uma estação Syngo VB10B WinNT 4.0, também da Siemens. O (18F)-
FDG foi obtido do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN, São Paulo, 
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Brasil).Pacientes e controles foram admitidos a uma sala de exame preparatório com roupas 
leves (0,49 clo) e expostos durante 1,0 h à temperatura de 17-18ºC. Uma injeção intravenosa 
de 4,0 MBq / kg de (18F)-FDG foi aplicada e os pacientes permaneceram nesta mesma sala 
por mais 1,0 h. Após este período, os pacientes foram levados para a sala de aquisição de 
imagens. A aquisição de imagens estruturais pela Tomografia Computadorizada foi realizada 
com dose de 130 kV, 50-80 mA, 0,8 s por rotação CT, com pitchde 4,0-5,0 mm, campo de 
visão de 500 mm e uma velocidade de digitalização de 24,6mm/s. O PET scan foi realizado 
imediatamente após a tomografia computadorizada, no sentido crânio-caudal, sem mudar a 
posição do paciente. As imagens foram adquiridas em cinco a sete posicionamentos, 4,0 min / 
posição. Tecido marrom/beige foi considerada presente se havia captação do radio fármaco 
correspondente ao valor mínimo padronizado de 2,0 SUV em áreas com densidade de tecido 
adiposo (-250 a -50 unidades Hounsfield). Com base nestes parâmetros, os sujeitos foram 
definidos com negativos ou positivos para a presença do tecido adiposo marrom/bege ativo. 
Além disso, o SUV também foi obtido a partir do músculo glúteo para avaliar possibilidade 
de captação pela atividade de tremor muscular devido à exposição ao frio. SUV máximo foi 
utilizado em todas as comparações. Este protocolo foi baseado num estudo publicado 
previamente (4). 
Biópsia do tecido adiposo marrom. A primeira biópsia de tecido adiposo cervical, sítio de 
localização preferencial do tecido adiposo marrom,foi realizada durante a cirurgia bariátrica. 
A segunda biópsia cervical ocorreu oito meses após a cirurgia sendo realizada sob anestesia 
local em local vizinho ao sítio da primeira biópsia. Os fragmentos obtidos foram 
imediatamente divididos em partes para análise por real-time PCR e histologia, e colocados 
em recipientes apropriados para congelamento e transporte em nitrogênio líquido. Em seguida 
foram armazenados em dois freezers distinto, a -80°C.  
Biópsia do tecido adiposo branco. Foi realizado no mesmo tempo cirúrgico que o 
procedimento de cirurgia bariátrica. O fragmento foi obtido da parede do abdome sendo 
imediatamente dividido em partes para análise por real-time PCR e histologia e colocados em 
recipientes apropriados para congelamento e transporte em nitrogênio líquido. Em seguida 
foram armazenados em dois freezers distinto, a -80°C.  
Coleta de sangue para avaliação de parâmetros celulares, bioquímicos, inflamatórios e 
hormonais. Foram coletados 30 ml de sangue previamente à cirurgia e antecedendo a segunda 
fase do protocolo aos oito meses pós-cirurgia.  O sangue foi imediatamente encaminhado para 
o laboratório de sinalização celular. Um volume de 20 ml foi utilizado para extração de soro, 
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dividido em quatro alíquotas de similar volume e armazenamento a -80°C. Um volume de 10 
ml foi utilizado imediatamente para estudos com citometria de fluxo.O soro foi utilizado para 
mensurações de insulina por ELISA (Kit da Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, 
USA). 
Exames realizados pela rotina do Hospital de Clinicas da UNICAMP. No período pré-
operatório e na época da realização da segunda biópsia de adiposo, foram solicitados os 
seguintes exames pela rotina do Hospital de Clinica da UNICAMO: hemograma, VHS, 
glicose, hemoglobina glicada, colesterol total e frações, AST, ALT, fosfatase alcalina, gama-
GT, uréia, creatinina, acido úrico, TSH, T4-Livre e urina I. 
Exames adicionais. Os seguintes exames foram solicitados pela rotina do HC assim que os 
pacientes foram selecionados para inclusão no estudo: sorologias para hepatite B, hepatite C, 
HIV e ácido biliar, teste de abuso de drogas ilícitas através de análise urinária. 
PCR-real time. A partir do material proveniente das biópsias, o RNA total foi preparado 
usando um kit de extração de RNA de tecido adiposo da Qiagen (RNeasy Mini Kit lipídica 
tecidual - # 74804), seguindo as recomendações fornecidas pelo fabricante. PPIA foi usado 
como um gene de controle e a variabilidade da sua expressão em todas as amostras foi inferior 
a 1,0%. Os iniciadores foram adquiridos a partir de Invitrogen (Life Technologies) e IDT 
(Integrated DNA Technologies). Tabela S1 apresenta todos os mRNAs testados, o número de 
kit, fabricante e especificidade de tecido (WAT ou BAT / bege). Foi considerado como 
positivo para a presença de tecido adiposo marrom/beige a expressão de quatro ou mais 
transcritos específicos para tecido adiposo marrom/bege em níveis superiores a três vezes aos 
níveis detectados em tecido adiposo branco.  
Histologia e imunofluorescência.As amostras de tecidos congelados recolhidos a partir da 
região supraclavicular e da parede abdominal, foram empregadas na coloração com 
hematoxilina-eosina para avaliação da morfologia do tecido adiposo e ensaio de 
imunofluorescência para detectar UCP1, de acordo com um protocolo anteriormente 
descrito.(5) 
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ORIGINAL ARTICLE  
Distinct regulation of hypothalamic and brown/beige adipose tissue activities in human 
obesity  
B Rachid1, S van de Sande-Lee1, S Rodovalho1, F Folli2, GC Beltramini3, J Morari1, BJ 
Amorim4, T Pedro5, AF Ramalho1, B Bombassaro1, AJ Tincani6, E Chaim6, JC Pareja6,7, B 
Geloneze7, CD Ramos4, F Cendes5, MJA Saad8 and LA Velloso1  
BACKGROUND/OBJECTIVES: The identification of brown/beige adipose tissue in adult 
humans has motivated the search for methods aimed at increasing its thermogenic activity as 
an approach to treat obesity. In rodents, the brown adipose tissue is under the control of 
sympathetic signals originating in the hypothalamus. However, the putative connection 
between the depots of brown/beige adipocytes and the hypothalamus in humans has never 
been explored. The objective of this study was to evaluate the response of the hypothalamus 
and brown/beige adipose tissue to cold stimulus in obese subjects undergoing body mass 
reduction following gastric bypass.  
SUBJECTS/METHODS: We evaluated twelve obese, non-diabetic subjects undergoing 
Roux-in-Y gastric bypass and 12 lean controls. Obese subjects were evaluated before and 
approximately 8 months after gastric bypass. Lean subjects were evaluated only at admission. 
Subjects were evaluated for hypothalamic activity in response to cold by functional magnetic 
resonance, whereas brown/beige adipose tissue activity was evaluated using a (F 18) 
fluorodeoxyglucose positron emisson tomography/ computed tomography scan and real-time 
PCR measurement of signature genes.  RESULTS: Body mass reduction resulted in a 
significant increase in brown/beige adipose tissue activity in response to cold; however, no 
change in cold-induced hypothalamic activity was observed after body mass reduction. No 
correlation was found between brown/beige adipose tissue activation and hypothalamus 
activity in obese subjects or in lean controls. CONCLUSIONS: In humans, the increase in 
brown/beige adipose tissue activity related to body mass reduction occurs independently of 
changes in hypothalamic activity as determined by functional magnetic resonance.  
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INTRODUCTION  
The hypothalamus has an important role in the control of whole- body energy homeostasis.1–3 
In obesity, hypothalamic neurons are damaged by inflammatory signals triggered in response 
to dietary fats, resulting in defective control of caloric intake and energy expenditure.4–6 
Adaptive thermogenesis is one of the physiological responses to increased caloric intake that 
can be affected by diet-induced hypothalamic inflammation.7–9 In rodents, uncoupled 
respiration in brown adipose tissue (BAT) accounts for a consider- able fraction of 
thermogenesis and approaches aimed at increasing BAT activity can alleviate obese 
phenotypes.10,11  
Adult humans also have clusters of thermogenic active adipose cells characterized by a 
remarkably high uptake of glucose, which renders them easily detectable by (18F)-FDG PET 
scan.12–14 At first, based on their microscopic morphology and the expression of UCP1, it was 
proposed that these cells were collections of brown adipocytes.13,14 However, recent 
refinement of gene profiling and the extended characterization of its ontogeny resulted in the 
identification of a new type of tissue, named beige adipose tissue.15 A recent study has shown 
that both brown and beige adipocytes coexist in most humans.16  
Because of the beneficial metabolic effects of increased BAT activity in experimental 
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models,17 it has been proposed that methods aimed at increasing the activity of brown/beige 
adipose tissue in humans could represent an interesting advance in the treatment of obesity 
and its comorbidities.18,19 This possibility has motivated the search for pharmacological 
approaches aimed at stimulating the activity of brown/beige adipocytes. In rodents, BAT is 
activated by increased sympathetic tonus.20 Studies using a retrograde transsynaptic viral 
tracer identified ObRb-expressing neurons of the dorsomedial hypothalamus as the source of 
the sympathetic signals controlling BAT activity.21 However, in humans this is still a 
controversial issue.22 At least one study has shown that BAT of lean, but not obese subjects, 
can respond to pharmacological adrenergic stimulus.23 Conversely, other studies failed to 
demonstrate its activation raising the suspicion that mechanisms other than hypothalamic-
generated sympathetic signals regulate the activity of brown/beige adipocytes.24,25  
To further explore this question, we employed functional magnetic resonance imaging (fMRI) 
in parallel with (F 18) fluorodeoxyglucose positron emisson tomography/computed 
tomography (18F)-FDG PET/CT) scans and supraclavicular adipose tissue biopsies, to 
evaluate changes in hypothalamic and brown/ beige adipose tissue activity in response to 
cold. Our subjects included normal weight controls and obese subjects undergoing body mass 
reduction as an outcome of Roux-in-Y gastric bypass (RYGB). We show that although body 
mass reduction resulted in a significant increase in the number of patients presenting cold-
induced activation of brown/beige adipose tissue, this phenomenon was not accompanied by a 
significant change in hypothalamic neuronal activity. Thus, during body mass reduction in 
obese humans, brown/beige adipose tissue and the hypothalamus are independently regulated 
in response to cold.  
MATERIALS AND METHODS  
Subjects 
The study evaluated 12 obese females selected from the Obesity Clinic at the University of 
Campinas and 12 lean female control volunteers selected from the students of the University. 
The obese, non-diabetes-diagnosed subjects26 were included in the study after selection for 
bariatric surgery according to the standards of the National Institutes of Health Consensus 
Statement.27 Figure 1a presents a flowchart depicting the process of patient selection. Details 
of the selection are presented as Supplementary Data. The study was approved by the 
University of Campinas Ethics Committee (293/2011). 
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Overview of the experimental procedure 
Once included, patients were submitted to a detailed nutritional evaluation and oriented for all 
behavioral changes required for the success of the surgical procedure. During the following 
2–6 weeks, the patients were submitted to additional anthropometric evaluations, blood 
collection, fMRI and whole-body (18F)-FDG PET/CT scan. RYGB was always performed by 
the same surgeon who employed a technique previously described.28 During the surgery, 
specimens of ~ 2 cm3 were obtained from the abdominal subcutaneous and supraclavicular fat 
depots. The anatomical limits of the supraclavicular fat biopsy are depicted in Figure 1b. 
Approximately 8 months after surgery, the patients submitted to the same tests and procedures 
as before surgery. As surgical manipulation occurred only inside the abdomen during RYGB, 
we do not believe there could be any damage to the innervation of either abdominal or 
cervical adipose tissue that could interfere with the study. The lean controls submitted only 
once to a detailed nutritional and anthropometric evaluation followed by blood collection, 
(18F)-FDG PET/ CT scan and fMRI.  
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Flowchart of the study and the biopsy region in the supraclavicular area. (a) Flowchart of the study. 
(b) Cartoon depicting the neck region (VB) from where the fibro-adipose tissue was biopsied for detection of 
brown/beige adipose tissue markers by real-time PCR and immunofluorescence staining. Main image obtained 
from Wikimedia Commons (freely licensed media file repository).  
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Methods employed 
Supplementary Data includes the complete descriptions of blood biochemistry and hormonal 
tests, fMRI, (18F)-FDG PET/CT scan, real-time PCR,29 histology and immunofluorescence 
staining.  
Statistical analysis 
(18F)-FDG PET/CT scan, real-time PCR and fMRI studies, when comparing the means (and 
medians in real-time PCR) of the groups, we employed repeated-measure analysis of variance 
followed by Bonferronipost test. In fMRI studies, when comparing the means of signal 
intensity before and after cold exposure, we employed Student’s t-test for paired samples. 
Fisher’s exact test was employed to evaluate the activity of brown/beige adipose tissue, as 
determined by either (18F)-FDG PET/CT scan or real-time PCR. Spearman’s correlation rank 
was employed to determine the concordance between hypothalamic and brown/beige adipose 
tissue activity. In all analyses, the value of P<0.05 was defined as statistically significant.  
 
RESULTS  
Body mass reduction resulted in changes in anthropometric and metabolic parameters 
As expected, ~8 months after RYGB, the patients presented significant reductions of body 
mass/body mass index, waist and hip circumferences, plasma insulin and serum triglyceride 
levels (Supplementary Table S1). However, body mass/body mass index, and waist and hip 
circumferences were still significantly higher than the lean controls (Supplementary Table 
S1).  
Increased brown/beige adipose tissue activity after body mass reduction 
Figure 1 illustrates the procedure for patient selection (Figure 1a) and the region of neck 
where biopsies were performed for evaluation of brown/beige markers (Figure 1b). Figure 2 
shows representative images of (18F)-FDG PET/CT scans obtained from two obese subjects 
before and ~ 8 months after RYGB, and also from a lean control subject. As shown in Figure 
3a, only 1 out of the 12 obese subjects was positive for brown/beige adipose tissue activity 
before surgery, whereas four turned into positive following body mass reduction. The obese 
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patient that scored positive before surgery remained positive after surgery. Concerning the 
lean controls, 5 out of 12 were positive for brown/beige adipose tissue activity at the time of 
the examination. To determine the significance of these records, we initially used Fisher’s 
exact test to evaluate a contingency table prepared with the qualitative data of obese patients 
before surgery versus lean subjects and obese subjects after surgery versus lean subjects. 
Brown/beige adipose tissue positivity was higher in lean subjects as compared with obese 
patients before surgery (P = 0.06; odds ratio = 7.8). The comparison of obese patients after 
surgery versus lean subjects resulted in no significant difference (P=0.50; odds ratio = 1.42). 
In addition, we analyzed the quantitative data using analysis of variance, which confirmed the 
results (Figure 3a). Thus, although obese patients were significantly less capable of activating 
brown/beige adipose tissue on cold exposure, the body mass reduction following bariatric 
surgery resulted in an increased capacity to activate brown/beige adipose tissue, resulting in 
numbers similar to lean controls. As differences in core temperature could influence 
brown/beige adipose tissue activity, we evaluated glucose uptake by skeletal muscle, which 
also is affected by core temperature.30–32 As depicted in Figure 3b, no differences in gluteus 
muscle standardized uptake value were detected. This is in accordance with a recent study, 
which showed that there is no change in core temperature in humans exposed to at 18°C.33 
Figure 3c depicts images from (18F)-FDG PET/CT scans illustrating the region of the gluteus 
used to measure muscle standardized uptake value. As environmental temperature is a major 
factor regulating brown/beige adipose tissue activity, we included a graph depicting the mean 
temperatures in the region of Campinas, Brazil, during the time this study was carried out 
(Supplementary Figure S1) and the approximate date when each patient/control was submitted 
to the examination.  
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Figure 2. (18F)-FDG PET/CT scans. The upper part of the figure depicts the flowchart of the protocol adopted 
for the procedure. The lower part of the figure depicts representative images obtained from the (18F)-FDG 
PET/CT scans performed in patients Ob11 (a) and Ob12 (b), and lean control C11 (c). AS, after surgery; BS, 
before surgery. Red arrows depict regions with positive uptake for (18F)-FDG.  
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.  
 
 
Figure 3. Brown/beige adipose tissue activity and skeletal muscle glucose uptake. (a) Maximal standardized 
uptake values (SUVs) reflecting supraclavicular brown/beige adipose tissue activity for each subject; the red line 
indicates SUV=2, the lower limit for positivity. (b) Mean SUVs for the gluteus muscle. (c) Representative 
images obtained from the (18F)-FDG PET/CT scans performed in patient Ob11 and lean control C5, indicating 
the region selected for muscle SUV determination 
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Figure 4. . Expression of adipose tissue markers. (a and b) Five-micrometer sections obtained from abdominal 
wall (WAT-B) and supraclavicular adipose tissue (BAT-B and BAT-A) biopsies were employed for 
morphological evaluation following hematoxilin–eosin staining (a) and detection of UCP1 (green) by 
immunofluorescence staining (b); nuclei were stained with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; blue) (b); in a, 
green arrows indicate cluster of cells with brown/beige adipocyte morphology; in b, panels at the bottom labeled 
PI-Ab are negative controls of the experiment on which samples were pre-incubated with a pre-immune antibody 
(PI-Ab). The means of mRNA expression of white (c) and brown/beige (d) adipose tissue mRNA markers were 
obtained from real-time PCR analysis in samples from the abdominal wall (WAT) or from the supraclavicular 
region, before surgery (BAT-B) or after surgery (BAT-A). Data are representative of 12 patients and are 
presented as the mean±s.e.m. In all, *Po0.05 versus WAT; §Po0.05 versus BAT-B. BAT-A, brown adipose 
tissue after surgery; BAT-B, brown adipose tissue before surgery; WAT-B, white adipose tissue from the 
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abdominal wall before surgery.  
 
Body mass reduction results in increased expression of brown/ beige adipose tissue 
markers in supraclavicular adipose tissue 
Tissue samples collected from the abdominal wall of obese patients during surgery exhibited 
only typical white adipocytes, whereas samples collected from the supraclavicular region 
exhibited clusters of adipocytes with a brown/beige phenotype surrounded by typical white 
adipocytes (Figure 4a). UCP1 could be detected by immunofluorescence staining in samples 
collected from the supraclavicular region, both before and after surgery (Figure 4b). 
Typically, UCP1 was detected at higher intensity of staining and in a larger number of cells in 
specimens collected after surgery, as compared with samples collected before surgery. No 
staining for UCP1 could be detected in samples from the abdominal wall (not shown). RNA 
samples were tested for the expression of a panel of adipocyte genes. In all patients, adipose 
tissue collected from the supraclavicular region tested positive for most of the brown/beige 
markers, whereas samples collected from the abdominal white adipose tissue tested negative 
or presented very low levels for most of the markers. White adipose tissue markers, HOXC9, 
KLF4 and NCOA, were predominantly expressed in the adipose tissue collected from the 
abdominal wall (Figure 4c). As depicted in Figure 4d, in samples from the supraclavicular 
region, UCP1, CITED, TMEM26, TBX1, ATXN1, BMP7 and PDGFRA underwent a 
significant increase following body mass reduction. Conversely, ZIC2 expression was 
significantly reduced following body mass reduction. For statistical analysis, we considered 
that BAT/beige adipose tissue scored positive when- ever four or more markers of BAT/beige 
tissue (UCP1, CITED, TMEM26, TBX1, ATXN1, BMP7 and PDGFRA) were detected in 
levels threefold or higher than the levels detected in white adipose. Using these data, we 
compared the presence of brown/ beige adipose tissue with the qualitative data obtained from 
the (18F)-FDG PET/CT scans, scoring the patients as concordant when both PCR and (18F)-
FDG PET/CT scans presented similar results and discordant otherwise. A contingency table 
was constructed (Supplementary Table 2) and submitted to Fisher’s exact test evaluation, 
which revealed that the methods coincided to detect the presence of brown/beige adipose 
tissue (P = 0.50).  
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Figure 5. Temporal evaluation of hypothalamic neuronal function in response to cold exposure. The upper part 
of the figure depicts the flowchart of the protocol adopted for the procedure. Graphs A, D and G depict the mean 
variation of hypothalamic neuronal function as determined by fMRI. Graphs B, E and H present a detailed view 
of the mean variation of hypothalamic neuronal function during the 5 min that preceded and followed cold 
exposure; the vertical line represents the moment when cold exposure began; the arrows toward the left-hand 
side indicate the 5 min preceding cold exposure; the arrows toward the right-hand side indicate the 5 min 
following the beginning of cold exposure. Graphs C, F and I present the means of the signals during the 5 min 
that precede and follow cold exposure. Graph J presents the mean differences between hypothalamic neuron 
signal intensities before and after cold exposure. ACE, after cold exposure; AS, after surgery; BCE, before cold 
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exposure; BS, before surgery; CE, cold exposure.In J, *Po0.05 versus lean. 
 
No change in hypothalamic neuronal activity following body mass reduction 
Immediately after exposure to cold, lean subjects presented an abrupt reduction in the signal 
detected during the fMRI temporal analysis of hypothalamic function (Figure 5a). For 
statistical purposes, we calculated the mean value of the signal during the 5 min that preceded 
the exposure to cold and during the 5 min subsequent to the beginning of cold exposure. A 
detailed view of the period used to calculate the means of the signal is shown in Figure 5b. A 
comparison of the means of the signal before and after cold exposure confirmed the 
significance of the change (Figure 5c). Employing the same method as described above for 
lean subjects, we evaluated the hypothalamic signal intensity in the obese subjects before 
surgery. As depicted in Figure 5d, there was no change in signal intensity after the exposure 
to cold. Again, we calculated the means of signal intensity before and after cold exposure 
(Figure 5e) and submitted the means to statistical analysis. As revealed in Figure 5f, the obese 
subjects before surgery presented no significant change in their hypothalamic response to 
cold. Approximately 8 months after bariatric surgery, the obese patients submitted to a second 
round of fMRI. As shown in Figure 5g, there was no apparent change in the hypothalamic 
responsiveness to cold. This was confirmed by calculating the means of the signals before and 
after cold exposure (Figure 5h), and submitting them to statistical analysis (Figure 5i). The 
mean change in signal intensity caused by cold exposure was significantly greater in lean 
subjects as compared with that in obese subjects, either before or after body mass reduction 
(Figure 5j). The approximate dates when patients and controls performed the fMRIs are 
shown in a graph depicting the environmental temperatures during the period of the study 
(Supplementary Figure 2).  
No correlation between hypothalamic and brown/beige adipose tissue activity in 
response to cold 
Qualitative and quantitative analysis were employed to evaluate the putative correlation 
between hypothalamic and brown/beige adipose tissue activity in response to cold. Initially, 
based on the magnitude of change in the fMRI signal intensity in the hypothalamus, subjects 
were scored either positive or negative for cold-induced activation of hypothalamic neurons. 
As depicted in Supplementary Table 3, three patients scored positive before surgery and four 
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scored positive after surgery; only two patients that scored positive before surgery maintained 
positivity after surgery. In addition, correlation analysis comparing brown/beige adipose 
tissue activity as determined by the (18F)-FDG PET/CT scans and hypothalamic 
responsiveness to cold revealed no significance for either group: obese before surgery 
(r=0.32, P=0.30), obese after surgery (r=-0.04, P=0.89), or lean (r=0.33, P = 0.29) (Figure 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6. Absence of correlation between brown/beige 
adipose tissue activity and hypothalamic response to cold. 
Standardized uptake value obtained in (18F)-FDG PET/CT 
scans (SUV) is plotted against the change in fMRI signal 
intensity, as determined by BOLD signal variation 5 min 
before and 5 min after cold exposure.AS, after surgery; 
BS, Before surgery  
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DISCUSSION  
The recent identification of brown/beige adipose tissue in adult humans12–14 has motivated the 
search for methods of increasing its activity as an alternative approach to bariatric surgeries to 
treat obesity and its comorbidities.18,34 Because of its similarity with rodent BAT, which is 
under sympathetic control, sympathomimetic drugs were interesting candidates; however, at 
least two recent studies were unable to demonstrate the activation of human brown/beige 
adipose tissue by different β-adrenergic drugs.24,25 Vosselman et al.24 treated lean subjects 
with the non- selective β-adrenergic agonist, isoprenaline, and compared its effects with cold 
exposure. Although isoprenaline was capable of increasing metabolic activity to levels similar 
to cold exposure, this outcome was not correlated with increased brown/beige adipose tissue 
activity.24 Likewise, Cypess et al.25 employed another non-selective adrenergic drug, 
ephedrine, which reproduced some of the outcomes of cold exposure, but again failed to 
stimulate brown/beige activity. Nevertheless, the importance of adrenergic activity to control 
human brown/beige adipose tissue is demonstrated by the fact that the non-specific β-blocker, 
propranolol, is capable of reducing glucose uptake by adipose tissue during (18F)- FDG 
PET/CT scans35,36 and by a study on which ephedrine was capable of inducing BAT activity 
in lean, but not obese subjects.23  
Several hypotheses have been proposed to explain this seemingly discordant data: one 
possibility is that the systemic levels obtained by the administration of sympathomimetic 
drugs are not sufficient to reach the synaptic concentration required to activate brown/beige 
adipose tissue in humans.25 Another possibility is that during drug-induced brown/beige 
adipose tissue thermogenesis, free fatty acids rather than glucose may be the preferred 
substrate, making the uptake of (18F)-FDG a non- optimal method for this evaluation.24 In 
addition, as signature genes for both brown and beige adipose tissues can coexist in the 
supraclavicular region of humans,16 it could be that the brown component is responsive to β-
adrenergic stimulation, whereas the beige component is not, rendering the methods currently 
used insufficient to detect small changes in thermogenic activity.  
Considering that at least part of the cold-induced thermogenic activity of human brown/beige 
adipose tissue is under sympathetic control, the most obvious origin for the innervating fibers 
would be the hypothalamus.20,21 Development of neuroimaging methods has provided the 
means to reliably study the structure and function of the human hypothalamus.37,38 At least 
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two recent studies have shown changes in hypothalamic structure and function in human 
obesity.39,40 On body mass reduction, only part of the hypothalamic defect in response to a 
nutrient stimulus is recovered,39 suggesting that, as in experimental animals,4–6 obese humans 
have severe and perhaps only partially reversible damage to the hypothalamic neurons 
involved in the control of whole-body energy homeostasis.  
In the present study, we hypothesized that if the activity of the brown/beige adipose tissue 
were under hypothalamic control, changes in brown/beige adipose tissue occurring as a result 
of body mass reduction would be paralleled by changes in hypothalamic function. To test this 
hypothesis, we used an fMRI protocol developed for the evaluation of brain functionality in 
response to glucose,38 which was recently adapted for the evaluation of changes in 
hypothalamic activity in obese subjects.39 Here, instead of using a nutrient stimulus, we 
acutely exposed the subjects to a cold environment. The results obtained from the fMRI 
studies were then compared with brown/beige adipose tissue activity evaluated by (18F)-FDG 
PET/CT scans and with the expression of signature genes in biopsies from the supraclavicular 
fat depot.  
Concerning the hypothalamus, we showed that lean but not obese subjects present a 
significant change in the cold-induced neuronal activity that occurs few seconds after 
exposure to a reduced environmental temperature. Although we have no knowledge of 
previous studies that evaluated the time course of changes in neuronal activity in humans 
exposed to cold, experimental animals submitted to low environmental temperatures present a 
rapid increase in c-fos expression in the hypothalamus, thus providing strong support for the 
existence of an immediate communication pathway between peripheral thermosensors and 
hypothalamic neurons.41 In addition, we showed that following body mass reduction, the 
hypothalamic activity in response to cold is not significantly modified. If this were true for the 
majority of obese humans undergoing body mass reduction, it means that an important 
mechanism involved in the control of whole-body energy homeostasis could be severely and, 
perhaps, irreversibly damaged in obesity. Interestingly, the responsiveness of hypothalamic 
neurons to glucose, which is also affected in obesity,39 is at least in part recovered after body 
mass reduction. Thus, we suggest that obesity affects neurons that are involved in the 
response to nutrients and to cold stimulus differently. There are two methodological issues 
that deserve additional comments. First, it is worth mentioning that the fMRI signals in 
subjects responding to cold stimulus underwent a negative variation. fMRI detects the signals 
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produced by changes in the blood oxygen levels. The increasing firing rate of neurons 
increases the demand for oxygen, thus leading to vasodilation, which results in increased 
regional concentration of oxyhemoglobin. In the hypothalamus, there are distinct 
subpopulations of neurons that control thermogenesis. NPY/AgRPergic neurons fire to reduce 
thermogenesis, whereas POMC/CARTergic neurons fire to increase thermogenesis. We 
believe that the negative signal we detect in responsive subjects is due to the net result 
between activation and inactivation of these distinct subpopulations, prevailing the inhibition 
of firing of NPY/ AgRPergic neurons and thus producing a negative fMRI signal. This brings 
us to the second issue, which refers to the spatial resolution of the method. Images were 
acquired to generate 3- mm voxels. This is expected to provide a resolution of about 1 cm. As 
the human hypothalamus is ~ cm3 large, the resolution of our fMRI allows for the detection 
of signals in the whole hypothalamus and not in specific nuclei. In the future, increased 
resolution of the method may allow for the definition of regions on which neurons are 
stimulated and regions on which neurons are inhibited by cold exposure.  
Different from the hypothalamus, brown/beige adipose tissue activity, which was reduced in 
obese subjects as compared with that in lean subjects, presented a significant recovery after 
body mass reduction. Our results match the recently published data of Vijgen et al.,42 who 
evaluated 10 obese patients submitted to laparoscopic gastric banding surgery. Before the 
surgery, only two patients showed brown/beige adipose tissue activity, whereas five patients 
scored positive 1 year after the procedure.  
In addition to (18F)-FDG PET/CT scans, we also evaluated the presence of brown/beige 
adipose tissue by the measurement of brown and beige adipose tissue signature gene 
expression in biopsies of supraclavicular fat. As previously reported,16,43 we detected the 
presence of both classical BAT genes and some of the recently identified beige adipose tissue-
specific genes. It is noteworthy that 7 out of 14 brown/beige mRNAs tested under- went 
significant increase following body mass reduction. How- ever, both beige specific (TMEM 
and TBX1) and non-specific (UCP1, CITED, ATXN1, BMP7 and PDGFRA) mRNAs 
increased, suggesting that the depots of thermogenic adipocytes that can be stimulated on cold 
exposure and are recruited during body mass reduction are composed of both brown and beige 
cells.  
The main objective of this study was to evaluate whether changes in the activity of 
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brown/beige adipose tissue in response to cold would be accompanied by changes in the 
activity of hypothalamic neurons. We did not observe a significant correlation between 
subjects presenting increased brown/beige adipose tissue activity and hypothalamic 
responsiveness to cold in any group. In the obese group, this discordance was reinforced by 
the fact that after body mass reduction, there was an increase in the number of subjects 
presenting detectable brown/beige adipose tissue but no significant change in hypothalamic 
function. In the lean group, both brown/beige adipose tissue and hypothalamic activity were 
stimulated by cold exposure; however, no correlation was found between subjects presenting 
increased brown/beige adipose tissue and significant changes in hypothalamic activity. A 
recent study has shown that in lean, but not obese subjects, glucose metabolism in other 
regions of the brain, such as amygdala, occipital cortex and cerebellum, can be associated 
with increased BAT activity.44 Taken together, the results of the present study and the study 
by Orava et al.44 may suggest that either brown/beige adipose tissue is not under the control of 
the central nervous system or it is under the control of regions other than the hypothalamus.  
In conclusion, this study demonstrates that obese subjects present a defective hypothalamic 
response to cold stimulation that is not recovered after body mass reduction. In addition, we 
did not detect any sign of connectivity between brown/beige adipose tissue and the 
hypothalamus, either in lean or in obese subjects.  
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CONCLUSÃO 
 
 O método de fMRI utilizado neste estudo permitiu a determinação de uma resposta 
funcional do hipotálamo frente a exposição ao frio. Esta resposta é significativa em indivíduos 
magros, sendo perdida em obesos mesmo após a redução de massa corporal subsequente a 
cirurgia bariátrica. A atividade do tecido adiposo marrom em resposta ao frio é maior em 
indivíduos magros que em obesos. Entretanto, há aumento significativo desta atividade em 
obesos apor a redução da massa corporal. Com os métodos utilizados neste estudo não foi 
possível identificar sinais de conectividade entre o hipotálamo e o tecido adiposo marrom em 
resposta ao frio. 
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ANEXOS 
 
I. LISTA DOS RNAm TESTADOS 
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II. ANTROPOMETRIA E BIOQUÍMICA DOS OBESOS PRÉ E PÓS 
CIRURGIA E CONTROLES 
  
Obese   Lean 
    BeforeSurgery AfterSurgery     
Age 
 
30±5 31±5 
 
30±6 
Bodymass (Kg) 
 
112±7 80±9* 
 
55.5±5*§ 
BMI (kg/m2) 
 
43±2.8 31±3* 
 
21±2*§ 
WC (cm) 
 
131±8 103±12* 
 
73±6*§ 
HC (cm) 
 
136±9 110±10* 
 
90±8*§ 
Glucose (mg/dL) 
 
83±6 74±7 
 
78±8 
Insulin (µUI/mL) 
 
12.1±11 4.4±2.4* 
 
4.1±1.3* 
HbA1c (%) (HPLC) 
 
5.5±0.3 5.1±0.4 
 
5.1±0.2 
ESR (mm/1h) 
 
23±11 19±12 
 
12±11 
hsCRP (mg/dL) 
 
0.87±0.3 0.98±0.6 
 
0.31±0.3*§ 
Cholesterol (mg/dL) 
 
203±28 151±23 
 
180±36 
HDL (mg/dL) 
 
44±7 47±11 
 
58±6 
LDL (mg/dL) 
 
128±27 89±19 
 
100±28 
Triglycerides (mg/dL) 
 
153±10 71±19* 
 
101±52 
AST (U/L) 
 
18.2±4 15.7±5 
 
15.8±4 
ALT (U/L) 
 
18.3±5 17.5±5 
 
16.9±8 
AP (U/L) 
 
75±19 77±27 
 
48±15 
GGT (U/L) 
 
25±10 30±7 
 
15±6 
Uricacid (mg/dL) 
 
5.1±1.2 4.2±0.7 
 
4.0±0.9 
Urea (mg/dL) 
 
28±5 27±8 
 
28±6 
Creatinine (mg/dL)   0.67±0.1 0.64±0.1   0.74±0.1 
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III. RESPOSTA HIPOTALÂMICA AO FRIO 
 
C1-C12, lean controls; OB1-OB12, obese patients; CHA, cold-induced hypothalamic activity. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
CHA BeforeSurgery CHA AfterSurgery       CHA 
Patients         Lean Controls   
OB1 
 
Negative Negative 
 
C1 
 
Positive 
OB2 
 
Negative Positive 
 
C2 
 
Positive 
OB3 
 
Negative Positive 
 
C3 
 
Positive 
OB4 
 
Positive Negative 
 
C4 
 
Negative 
OB5 
 
Negative Negative 
 
C5 
 
Positive 
OB6 
 
Negative Negative 
 
C6 
 
Positive 
OB7 
 
Negative Positive 
 
C7 
 
Negative 
OB8 
 
Negative Negative 
 
C8 
 
Negative 
OB9 
 
Positive Positive 
 
C9 
 
Negative 
OB10 
 
Negative Negative 
 
C10 
 
Negative 
OB11 
 
Positive Negative 
 
C11 
 
Positive 
OB12   Negative Negative   C12   Positive 
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IV. APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA MÉDICA 
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V. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
O tecido adiposo marrom em humanos – conexões funcionais com o hipotálamo, com a 
ação da insulina e ácidos biliares 
 
O(A) Sr(a). está sendo convidado(a) a fazer parte de um estudo de pesquisa, 
conduzido pela Dra. Briana Rachid,Dr. Daniel Minutti, Dra. Carolina de Souza, Dr. Licio A. 
Velloso, Dr. Mario Saad, Dr. Bruno Geloneze e outros pesquisadores. Este termo de 
consentimento tem o objetivo de fornecer informações sobre o estudo que está sendo proposto 
e sobre os possíveis riscos relacionados.  
Leia este termo de consentimento atentamente e, se tiver alguma dúvida, peça 
explicações ao médico ou a alguém da equipe do estudo. Se concordar em participar do 
estudo e autorizar o uso e divulgação das informações obtidas durante o estudo, assine a 
última página deste termo de consentimento. 
Objetivo do estudo 
O objetivo deste estudo é avaliar a atividade de um tipo específico de gordura, 
chamada gordura marrom, em indivíduos obesos comparando-os com indivíduos de peso 
normal, e se esta atividade se modifica após a perda de peso decorrente da cirurgia bariátrica. 
Sua participação nos ajudará no entendimento dos mecanismos que levam à obesidade. Os 
progressos nos tratamentos das doenças necessitam de estudos como este, por isso sua 
participação é muito importante.  
Procedimentos do estudo 
Serão feitas algumas perguntas sobre a sua saúde e a sua dieta. Serão verificados: 
pressão arterial, peso, altura e circunferência abdominal. 
 Você deverá comparecer em dias agendados, em jejum de 12 horas, para a realização 
dos seguintes exames:  
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• Clampeuglicêmico-hiperinsulinêmico: serão puncionadas duas veias no 
antebraço, uma para coleta de amostras de sangue, e a outra para infusão de 
glicose e insulina. Este exame terá a duração de 5 horas. 
•  Ressonância Magnética do crânio: O exame será realizado em uma sala com 
temperatura entre 16 e 18 graus. Durante o exame, você usará apenas trajes de 
banho, com um cobertor nos primeiros 10 minutos de aquisição das imagens. O 
cobertor será retirado e o exame continuará por mais 25 minutos.  
• Tomografia por emissão de pósitrons (PET): você deverá comparecer bem 
agasalhado e com trajes de banho por baixo da roupa. Você ficará em uma sala, 
em trajes de banho, com temperatura de 16 graus por 2 horas. Será puncionada 
uma veia para infusão de 18F-FDG (glicose ligada a flúor radioativo). O exame 
será iniciado e terá duração de aproximadamente 40 minutos. 
• Biópsia de tecido adiposo branco e marrom: será realizada uma pequena 
incisão sob anestesia local no abdome e na região em que for localizado tecido 
adiposo marrom através da PET, para retirada de um fragmento de gordura 
branca e gordura marrom. 
• Exames laboratoriais: Uma veia do antebraço será puncionada e será colhida 
uma amostra de sangue. 
• Calorimetria indireta: você ficará deitado, imóvel em uma maca por cerca de 
60 minutos, respirando com uma máscara envolvendo nariz e boca. 
Todos os procedimentos serão realizados duas vezes no grupo de pacientes obesos 
(antes da cirurgia e oito meses depois da cirurgia) e uma única vez no grupo de pacientes com 
peso normal.  
Pela sua participação, você não receberá qualquer valor em dinheiro, da mesma forma 
que não terá qualquer despesa com o que for necessário para o estudo. 
Possíveis efeitos indesejáveis  
Pode haver desconforto causado pela coleta de amostras de sangue. Os riscos possíveis 
relacionados à coleta de sangue são inflamação da veia, dor, manchas roxas na pele ou 
sangramento no local. A infusão de insulina no clampeuglicêmico-hiperinsulinêmico não 
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oferece risco de hipoglicemia (açúcar baixo no sangue), porque os seus níveis de glicose serão 
avaliados frequentemente e a infusão de glicose será regulada para manter os níveis 
constantes no sangue. Não existem riscos previstos para a Ressonância Magnética. Você 
poderá eventualmente sentir algum desconforto por ter de ficar imóvel por vários minutos, 
durante a aquisição das imagens. A tomografia por emissão de pósitrons é um exame não 
invasivo, porém existe exposição à radiação, que é semelhante à radiação de um exame de 
tomografia computadorizada comum. A temperatura reduzida das salas de exame pode trazer 
desconforto transitório. A biópsia de tecido adiposo pode provocar dor e desconforto, 
sangramento no local e raramente infecção. 
Confidencialidade e privacidade dos seus dados e identificação 
A equipe do estudo colherá informações suas como nome, endereço, telefone de 
contato, data de nascimento, dados sobre sua saúde e história médica, além das informações 
verificadas durante o estudo. Ao apresentar os resultados da pesquisa em congressos ou 
publicações, a equipe nunca fará referência ao seu nome.  
Posso me recusar a participar do estudo? 
Sim. A sua participação neste estudo é voluntária. Se você decidir não participar, você 
não terá nenhum prejuízo do seu atendimento e tratamento médico aos quais tem direito. 
Como poderei tirar dúvidas a respeito do estudo? 
Em caso de dúvida entre em contato com os médicos que estão conduzindo o estudo, 
no ambulatório de obesidade do Gastrocentro da Unicamp, às quartas-feiras pela manhã, ou 
pelos telefones (19) 3521-7755 (Dra. Briana Rachid), 3521-8022 (Dr. Licio Velloso), ou 
3521-8589 (Dra. Carolina de Souza ou Dr. Bruno Geloneze). Se tiver dúvidas sobre seus 
direitos como participante do estudo, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa 
Médica da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP pelo telefone (19) 3521-8936 ou e-
mail cep@fcm.unicamp.br, endereço: Rua Tessália Vieira de Camargo, 126 - Caixa Postal 
6111 13083-887, Campinas – SP. 
Você receberá uma cópia assinada deste termo de consentimento livre e esclarecido. 
Eu li e compreendi este termo de consentimento. Todas as minhas dúvidas foram 
respondidas. Sou voluntário para participar deste estudo. 
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Nome do voluntário:__________________________________________ 
Assinatura:_________________________________ Data___/___/_____ 
 
Assinatura do pesquisador responsável:_________________________ 
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VI. PERMISSÃO PARA REPRODUÇÃO DE ARTIGO
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